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摘 要 
摘 要 
夜光藻是一种常见的赤潮藻，在世界大部分近海海域均有分布。目前普遍
认为夜光藻只有一个种，但还没有研究探索不同地理种群的夜光藻是否产生了
种内变异。本研究通过单细胞 PCR以及单细胞克隆文库的方法，比较了中国黄
海、东海、南海，墨西哥湾以及阿拉伯海 5个海域夜光藻核糖体基因的遗传多
样性。主要研究结果如下： 
1、发现 22种 ITS单倍型 (n=103)，12种 28S单倍型 (n=25)，6种 18S单倍
型 (n=31)；这 3个基因的单倍型多样度 (Hd) 分别为 0.824、0.670、0.557，核苷
酸多样度 (π) 分别为 0.0157、0.0129、0.0007；通过比较基因的变异程度推测基
因进化速率为 ITS > 28S > 18S。 
2、系统发育分析和单倍型网络进化分析发现中国海域的夜光藻没有按照地
理区域聚类；墨西哥湾和阿拉伯海的夜光藻均具有明显的地理对应关系，在系统
发育树上呈现出较远的分化支，且在单倍型网络进化图上具有较多的进化节点，
表明这 2 个海域与中国海域的夜光藻之间均具有较高的遗传分化  (Gst：
0.0544~0.0853，Nm：0.2101~0.2249)，而中国海域内的夜光藻分化程度较低 (Gst：
0.0061~0.0209, Nm：0.6881~0.7774)。Spearmans相关性检验发现中国 3个海域间
的遗传距离以及地理距离矩阵的相关关系不显著 (P > 0.05)，但中国海域、墨西
哥湾以及阿拉伯海之间很显著 (P < 0.01)，推测较远的地理距离限制了夜光藻的
迁移以及基因流的传播。 
3、对 5个海域进行分子方差分析发现，区域间的变异达到 83.38%，表明在
大的地理尺度上，遗传变异主要来自不同的地理种群；只对中国 3个海域进行分
析发现，种群内的变异达到 84.97%，表明在相对小的地理尺度内，遗传变异主
要来自种群内部。 
4、种群大小的演化分析发现 ITS和 28S基因均呈现多峰模式，Tajima’s D与
Fu’s Fs中性检验均不显著 (P > 0.05)，表明研究区域内的夜光藻种群在过去没有
出现群体扩张和种群持续增长模式，群体大小保持相对稳定状态。 
5、单细胞克隆文库测序发现 ITS (n=73)、28S (n=94) 和 18S (n=36) 基因的
多拷贝间均存在很高程度的多态性，多态程度高低依次为 ITS > 28S > 18S。 
6、基于 ITS 序列进行非校正遗传距离分析发现，基因组内的遗传距离超出
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摘 要 
区分甲藻不同物种的阈值 0.02 或 0.04，表明核糖体基因不能作为夜光藻单独的
DNA 条形码使用。虽然中国海域和墨西哥湾的红色夜光藻以及阿拉伯海的绿色
夜光藻相互之间也具有较大的遗传距离，但本研究认为这 3个海域 2种类型的夜
光藻属于同一个物种。 
 
关键词：夜光藻；遗传多样性；ITS rDNA；单倍型；遗传距离；系统发育分析 
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Abstract 
Abstract 
Noctiluca scintillans is an important bloom forming species that has been reported 
from coastal areas worldwide. Only one species has been recognized in the genus 
Noctiluca currently, however, information on genetic differentiation among different 
geographic populations is limited. In this study, we used single-cell PCR and clone 
library technology to evaluate the ribosome genetic diversity of Noctiluca among the 
Yellow Sea, the East China Sea, the South China Sea, the Gulf of Mexico and the 
Arabian Sea. The main results and conclusions are as follows: 
1. In total, 22 ITS haplotypes (n=103), 12 28S haplotypes (n=25) and 6 18S 
haplotypes (n=21) have been found. The haplotype diversity of these genes is 0.824, 
0.670 and 0.557, respectively, while the nucleotide diversity is 0.0157, 0.0129 and 
0.0007, respectively, suggesting that the evolution rate is ITS > 28S > 18S. 
2. Phylogenetic and haplotype network analysis showed that the Noctiluca from 
Chinese sea areas are not clustered together according to the geography, but both of the 
strains from the Gulf of Mexico and Arabian Sea can, the two strains showed a high 
branch in the phylogenetic tree and more evolution nodes in the haplotype network, 
suggesting that Noctiluca from these two sea areas have a high genetic differences 
compared to Chinese populations (Gst: 0.0544~0.0853, Nm:0.2101~0.2249), but the 
genetic difference among Chinese populations is low (Gst: 0.0061~0.0209, Nm: 
0.6881~0.7774). Spearman’s test showed that the relationship between genetic 
distances and geographic distances among Chinese, Gulf of Mexico and Arabian Sea 
populations is significant, but not among Chinese populations. 
3. Analysis of molecular variance among 5 sea areas found that the variation 
among groups reached to 83.38%, while analysis among 3 sea areas from China showed 
that the variation within populations reached to 84.97%, suggesting that the genetic 
variation mostly come from populations at a large geographic scale, while the genetic 
variation mainly come from individuals within population at a relative small scale.  
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Abstract 
4. Mismatch distribution based on ITS and 28S gene were multimodal and the 
Neutral Test values were not significant, which might indicated that the population of 
Noctiluca has not occurred expansion in the past, and the population size remained 
relatively stable. 
5. Analysis of single-cell clone library found that the multicopy gene of ITS (n=73), 
28S (n=94) and 18S (n=36) contain a very high level of polymorphism, the ITS is higher 
than the 28S, while the 18S is lowest. 
6. Pairwise genetic distances analysis based on ITS gene has found that the genetic 
distance within-genome is higher than the species boundary of dinoflagellate (0.02 or 
0.04), suggesting that the variation ribosome gene can not be an independent DNA 
barcoding for Noctiluca. Although the red Noctiluca from Chinese sea areas and Gulf 
of Mexico, and the green Noctiluca from Arabian Sea showed high genetic distances 
between each other, we consider the different areas and different type of Noctiluca are 
the same species. 
 
Key Words: Noctiluca scintillans; Genetic diversity; ITS rDNA; Haplotype; Genetic 
distance; Molecular phylogeny. 
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 第 1章 绪论 
第 1章 绪论 
1.1夜光藻概述  
1.1.1夜光藻分类地位 
夜光藻 (Noctiluca scintillans (Macartney) Kofoid and Swezy = Noctiluca milaris 
Surirayex Lamarck) 隶属于甲藻门 (Dinophyta)、甲藻亚门 (Dinophycidae)、甲藻
纲 (Dinophyceae)、裸甲藻亚纲 (Gymondiniphycidae)、夜光藻目(Noctilucales)、夜
光藻科 (Noctiluaceae)、夜光藻属 (Noctiluca) (陆斗定等, 1994)。夜光藻细胞呈圆
球形，两侧对称，无细胞壁，具有由两层胶状物质组成的细胞膜。口缘标志出身
体中线，胞口在口缘基部。有 1个自胞口区生出的触手和 1根短的纵鞭毛，触手
的缓慢运动使虫体在水中旋转并捕获食物，而细小的鞭毛通过摆动能帮助摄食。
由中央原生质块生出的细胞质线分枝而又吻合，横贯于原生质之间并与身体周围
相连。细胞质线之间有半液状的 pH值为 3、含有铵盐类的细胞质液，此液密度
低于海水，因此虫体的比重轻于海水，有利于其进行游泳生活，但其游动能力十
分微弱。细胞内原生质淡红色，细胞核小球型，由中央原生质包围 (郭皓, 2004)。
细胞质内有大量液泡和发光颗粒，当虫体受到外界刺激时能发光 (陈力等, 2006)。 
夜光藻的营养细胞不具有典型甲藻的普遍特征，因此曾经被归为水母类。
1873年 Haeckel认为夜光藻应将划为甲藻，后来经过 Kofoid对夜光藻的营养细
胞进行详细观察，将其划入新设立的夜光藻目，亲缘关系与裸甲藻目接近，这一
划分得到广泛接受 (Kofoid, 1920)。自分子生物学技术应用于研究物种系统发育
关系以来，夜光藻的系统进化地位也得到分子实验的探索，但目前对夜光藻的分
子分类地位还存在一定的争议。Fukuda等基于 β-tubulin和 Hsp90蛋白对夜光藻
的系统发育关系进行研究发现，夜光藻是较为原始的类群，是继 Oxyrrhis marina
之后分化出来的甲藻分支，并推测它是介于原始的二倍体甲藻与位于核心位置
的单倍体甲藻之间的过渡类型 (Fukuda and Endoh, 2008)。该作者认为配子反映
了夜光藻一些较为原始或者古老的特征，其分化程度不高的 2 根鞭毛要比大部
分甲藻的鞭毛原始，因而夜光藻更为古老，它可能与大部分具有与其配子形态类
似的甲藻拥有共同的单倍体祖先 (Fukuda and Endoh, 2008)。Ki基于 28S的研究
同样认为夜光藻和 Oxyrrhis marina 是比较古老的甲藻分支  (Ki, 2010)。
Saldarriaga 等基于 SSU rDNA 的研究发现，夜光藻的发育地位受所选择类比的
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 第 1章 绪论 
物种影响很大，当选择很多真核生物作为类比时，夜光藻发育于甲藻的基部，是
较为古老的甲藻物种；当选择 Perkinsus marina以及甲藻作为类比物种时，夜光
藻则归类为裸甲藻目里一个较新的分化支 (Saldarriaga et al., 2004)。Gomez等人
则对夜光藻及夜光藻属里另外两个科 Leptodiscaceae和 Kofoidiniaceae的几个种
类进行了基于 SSU rRNA序列的系统发育分析，发现夜光藻属是一个单源种群，
其分化位于基部，先于二倍体 Dinokaryotic甲藻的发生 (Gomez et al., 2010)。 
综上所述，对夜光藻的进化地位，一种观点认为是在 Oxyrrhis marina之后、
二倍体甲藻之前分化出来的位于基部的一个分支，另一种观点认为是裸甲藻目
里的一个较晚的分支 (Gomez et al., 2010)。 
 
1.1.2夜光藻繁殖及营养方式 
夜光藻的繁殖方式以营养细胞进行二分裂的无性繁殖为主，但也可以进行有
性繁殖。二分裂有均等和不均等二分裂两种形式，不均等分裂的两个细胞中均含
有食物泡，这种分裂方式为夜光藻细胞完成整个分裂过程提供了营养保障，也为
种群在特定环境下迅速繁殖提供了条件 (杞桑和李大勇, 1994)。在二分裂的过程
中，少数营养细胞会自发转变为配子细胞 (gametogenic cell)，继而产生大量的配
子 (gamete) 进行有性繁殖。Fukuda等详细的描述了夜光藻有性繁殖的过程，大
概分为如下阶段：首先是营养细胞的形态和结构发生变化，细胞核靠近细胞表面
并连续分裂形成核子 (nuclei)，核子携带部分细胞质在细胞表面形成原配子 
(progamete)，核子继续分裂形成 256~1024 个原配子，原配子成熟后成为配子然
后释放到水体中，具有鞭毛，因此也称为游动孢子 (zoospore)，配子发生两两融
合后形成合子 (zygote)，合子开始生长，失去鞭毛，长出触手，发生一系列变化
后形成新的营养细胞 (Fukuda and Endoh, 2006)。陈汉辉等认为夜光藻的有性繁
殖在自然种群中发生的机率不高 (陈汉辉和杞桑, 1991)，但Miyaguchi等则认为
在种群增长期配子的丰度较高，表明水体中夜光藻有性繁殖较为活跃 
(Miyaguchi et al., 2008)。虽然在自然环境中尚未发现配子结合发育成新一代个体，
以至于有性繁殖对种群增长的直接贡献还不明确，但Miyaguchi等认为有性繁殖
过程中配子的大量出现可能是赤潮形成的必要条件 (Miyaguchi et al., 2008)。 
夜光藻具有异养和混合营养两种营养类型，通常根据其赤潮呈现的颜色，将
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前者称为红色夜光藻 (red Noctiluca)，后者称为绿色夜光藻 (green Noctiluca) 
(Basu et al., 2013; Elbrächter and Qi, 1998; Hansen et al., 2004; Thompson et al., 2009)。
红色夜光藻没有色素体，是典型的吞噬营养型甲藻 (孙军和郭术津, 2011)，能够
摄食细菌、浮游植物、小型浮游动物  (microzooplankton) 和中型浮游动物 
(mesozooplankton) 的卵和粪便以及鱼卵等 (Buskey, 1995; Kirchner et al., 1996; 
Nakamura, 1998)。绿色夜光藻细胞内通常共生一种归属于绿藻门 (Chlorophyta) 
柄藻纲 (Pedinophyceae) 的自养鞭毛藻—夜光柄胞藻 (Pedinomonas noctiluvae 
Sweeney)，在食物缺乏的环境中，可以利用体内共生藻的光合作用产物存活，但
吞噬营养对其也很重要 (Furuya et al., 2006; Harrison et al., 2011; Saito et al., 2006)。
因为对温度的适应范围不同，两种夜光藻呈现不同的地理分布特征。红色夜光藻
适温范围为 10~25 oC，广泛分布于温带和亚热带近岸水域，在上升流、富营养化
等高生产力水域丰度较高，但在比较低温的阿拉斯加海域 (3 oC) 和比较高温的
阿拉伯海域 (33 oC) 也有发现 (Sulochanan et al., 2014; Tibbs, 1967)。绿色夜光藻
适温范围为 25~30 oC，最早发现于热带西太平洋，1980 年代以来分布范围逐步
扩展到印度洋，其在东南亚水域周期性爆发赤潮，在阿拉伯海 (Arabian Sea) 西
北部和阿曼湾 (Gulf of Oman) 也有大规模赤潮爆发的记录 (Gomes et al., 2014; 
Harrison et al., 2011)。 
 
1.1.3夜光藻赤潮 
赤潮是在特定的环境条件下，海水中某些浮游植物、原生动物或细菌暴发性
增殖或高度集中而引起水体变色的一种有害生态现象。能形成赤潮的浮游生物叫
赤潮生物，包括浮游生物、原生动物和细菌等，其中有毒赤潮生物以甲藻类居多。
夜光藻是一种重要赤潮藻，在世界近海海域均有其爆发赤潮的记录，也是我国沿
岸低盐海域浮游生物种群的主要组成者之一，由夜光藻大量繁殖引起的赤潮是我
国沿岸的常发性赤潮，约占常发赤潮的 50%，在渤海湾，黄海，东海和南海均有
报道 (Huang and Qi, 1997; Zou et al., 1985; Liu et al., 2013; Sun et al., 2010)。夜光
藻赤潮持续的时间变化很大，有的可持续长达 20多天，甚至几个月，有的一两
天就消失。夜光藻不是有毒甲藻，它的主要危害表现在暴发性增殖后大量累积死
亡，在其死亡分解过程中消耗大量溶解氧，使流行区水体的溶解氧含量降低，呈
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现缺氧状态；另外，由于它大量繁殖并形成赤潮后可黏附于鱼鳃上，阻碍鱼类呼
吸，导致鱼类窒息死亡，因此也把夜光藻归为有害赤潮藻 (Elbrächter and Qi, 1998; 
Okaichi and Nishio, 1976)。另一方面，夜光藻的食物泡里面被检测到含有能产生
毒素的微型藻—嗜藻和拟菱形藻，这意味着夜光藻可能作为一个藻毒素的载体把
毒素传递到更高的营养级 (Escalera et al., 2007)。 
目前对夜光藻赤潮爆发机理的研究还处于初步认识阶段。对夜光藻赤潮爆发
的影响限制因子的研究是了解其爆发成因的重要手段之一，目前的研究认为夜光
藻种群动态受到多种理化因子的调控，主要包括温度、盐度、pH、生物要素 (叶
绿素 a、中型浮游动物等)、营养盐、气象因素 (降雨、风向、风速、光照、气温
和气压等) 以及水团等 (Harrison et al., 2011; 付仲等, 2015; 黄长江等, 1997; 徐
兆礼, 2009)。红色夜光藻因为是完全的异养生活习性，食物对其生长尤为重要 
(Lee and Hirayama, 1992)；绿色夜光藻的种群动态则与季风密切相关 (Sriwoon et 
al., 2008)。因此，夜光藻赤潮的发生不是由单一因素决定的，而是物理、化学、
生物和气候等各方面因素综合作用的结果，在众多的影响要素中，人类活动造成
的富营养化是夜光藻赤潮发生的首要物质基础 (郗艳娟等, 2010)。值得注意的是，
世界性分布的夜光藻一直被认为是单一物种，但不同海域都频繁的爆发夜光藻赤
潮，可能与其遗传多样性以及种内产生变异有一定的关联。 
 
1.2遗传多样性和常用研究方法 
生物多样性 (Biodivesriy) 是指一定空间范围内多种多样的有机体有规律的
结合在一起的总称，通常可分为物种多样性 (Species diversity)、遗传多样性
(Genetic diversity) 以及生态系统多样性 (Ecosystem diversity) 三个层次。其中，
遗传多样性又称为基因多样性 (Genes diversity)，从广义上讲是指地球上所有生
物所携带的遗传信息的总和，也就是各种生物拥有的多种多样的遗传信息，包括
生物种内或种间表现在分子、细胞、个体三个水平的遗传变异度 (邱芳等, 1998)；
从狭义上讲则指的是种内不同群体之间或一个群体内不同个体的遗传变异，不仅
指遗传变异程度的高低，而且包括遗传变异的分布格局，即群体的遗传结构 (施
立明, 1990)。遗传多样性不仅是生物多样性的核心部分，而且是物种多样性和生
态系统多样性的基础，也是生命进化和物种分化的表现形式，更是评价自然生物
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资源的重要依据 (尹绍武等, 2005)。 
遗传多样性的表现是多层次、多水平的，通常可从形态水平、细胞水平、生
化水平和分子水平等不同层次和角度进行研究，相应的发展了 4种类型的遗传标
记，即形态标记 (Morphological markers)、细胞标记 (Cytological markers)、生化
标记 (Biochemical markers) 和分子标记 (Molecular markers) (邱芳等, 1998)。 
 
1.2.1形态学标记 (Morphological markers) 
形态标记是指肉眼可见或经仪器测量的特定外部特征，由于这些标记具有典
型的外部性状，容易识别，因而作为遗传标记，被用于动植物的遗传检测。形态
性状是表型上可以识别的等位基因变异体，由于它简单直观、容易观察记载，是
检测生物遗传变异最简便易行的方法。但是，表型和基因型之间存在基因表达调
控及个体发育等一系列中间环节，性状表达容易受环境因素和基因显隐性等的影
响，所得到的信息和结论有时不够准确，使其应用受到一定限制。例如，对不同
形态的瘤棘砂壳虫进行研究发现，它们在分子水平上属于同样的物种 (Gomaa et 
al., 2015)。尽管如此，但多数学者认为，利用性状来研究遗传变异，特别是需要
在短时间内对遗传变异有所了解，形态学方法仍不失为一种既简单易行又经济快
速的方法 (Schaal et al., 1991)。 
 
1.2.2细胞标记 (Cytological markers) 
细胞学标记是对能明确显示种质特性的细胞学特征 (例如染色体等) 进行
标记的技术。染色体的结构和形态特征是常见的细胞学标记，包括染色体的核型
和带型：核型特征是指染色体的长度、着丝点的位置和随体有无等，其变异种类
以及变异在群体内和群体间出现的频率是检验遗传变异的重要指标；带型是指染
色体经特殊染色显带后，带的颜色深浅、宽窄以及位置顺序等，由此可以反映染
色体上常染色质和异染色质的分布差异。染色体是遗传信息的载体，其数目和核
型具有保守性，在一定程度上负有保持种间生殖隔离和物种整合性的使命，在分
类学中有着特殊的作用 (曹文清等, 2003)。很多研究都表明，染色体在生物属间、
种间、甚至种内常会有不同程度的分化 (吴仲庆, 1991)，这为探索物种在属间、
种间甚至种内的进化关系以及变异格局提供了重要的依据，但有些物种对染色体
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